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Verfahren zur Identif izierung und Herstellung antigener 
Peptide und deren Verwendung als Impf stof fe 



BESCHREIBUNG 

Die Erf indung betrif f t in vitro Verfahren zur Identif izierung und 
Herstellung antigener Peptide und Peptidgemische, die die in vivo 
Prozessierung von Fremd- oder EigeneiweiS simulieren und die 
Verwendung der mit dem erf indungsgemafien Verfahren identif izier- 
ten antigenen Peptide, beispielsweise zur Identif izierung von 
Vakzinbausteinen gegen Pathogene oder Tumorzellen oder von 
kompetitiven oder antagonistischen Peptiden bei Autoimmun- 
krankheiten. Weiterhin betrif ft die Erf indung die Verwendung von 
Peptiden und Peptidgemischen als Impf stof fe sowie einen Enzymre- 
aktor zur Herstellung von Peptidgemischen. 

Eines der wichtigsten Grundprinzipien korpereigener Abwehr- 
reaktionen ist die Presentation von prozessiertera FremdeiweiS 
durch polymorphe k6rpereigene Strukturen, die sogenannten 
Gewebevertr&glichkeitsantigene (Haupthistokompatibilitatsantigene 
= Major Histocompatibility Complex Antigens - MHC-Antigene) * Die 
als Peptide von den MHC-Molek\ilen present ierten prozessierten 
Fremd- oder EigeneiweilSe werden von zwei verschiedenen Lymphozy- 
tenarten mit unterschiedlichen Funktionen im Immunsystem erkannt, 
den sogenannten cytotoxischen T-Lymphozyten und den Helfer-T- 
Lymphozyten. 

Zytotoxische T-Lymphozyten (Cytotoxic T-Lymphocytes » CTLs) 
spielen eine bedeutende Rolle in der Abwehr ^sowohl gegen 
intrazellulare virale und bakterielle Inf ektionen als auch gegen 
entartete Krebszellen. Sie erkennen Antigene in Form von kleinen 
Peptiden, die an MHC-Antigene der Klasse I, auf der Oberflache 
von infizierten oder entarteten Zellen gebunden sind. Die von den 
abwehrenden CTLs erkannten Peptide werden in der Zelle, wahrend 
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des normalen Zellzyklus durch kontinuierlichen, proteolytischen 
Abbau der Antigen- Proteine erzeugt. 

Helfer-T-Lymphozyten spielen gleichfalls eine zentrale Rolle in 
der korpereigenen Abwehr. Sie uben beispielsweise eine Funktion 
bei der Proliferation und Dif ferenzierung von Antigen-erkennenden 
B-Zellen aus. Helf er-T-Zellen erkennen Peptide, die von auf 
Antigen-prSsentierenden Zellen lokalisierten MHC-Klasse II- 
Molekulen prasentiert werden. Die von den T-Helfer- Zellen 
erkannten Peptide sind hauptsachlich exogenen, d.h. nicht- 
korpereigenen oder extrazellul§ren Ursprungs. 

Eine sehr wichtige Rolle in der Erzeugung antigener Peptide in 
einer Zelle, die von MHC Klasse I -Molekulen prasentiert werden, 
spielen Multienzymkomplexe, die Proteasomen genannt werden (A.L. 
Goldberg und K.L. Rock, Proteolysis, proteasomes and antigen 
presentation, Nature 357 (1992) , 375} . Diese Proteasomen konnen 
aus dem Zytosol von Zellen isoliert werden. 

Der Zusammenbau der antigenen Peptide mit MHC Klasse I Molekiilen 
f indet im endoplasraatischen Reticulum (ER) , nach dem Transport 
der Peptide durch die ER-Membran statt. Beteiligt an dem 
Transport der Peptide in das ER und dem Zusammenbau mit MHC 
Klasse I -Molekulen sind Mitglieder der "ABC-Transporter" 
Proteinfamilie (Higgins, ABC transporters: from microorganisms 
to man. Annu. Rev. Cell Biol. 8 (1992), 67), genannt "Transporter 
for Antigen Presentation" (TAP) (J.J. Monaco, A molecular model 
of MHC class-I-restricted antigen processing, Immunol. Today 13 

(1992) , 173; J.J. Monaco, S. Cho und M. Attaya, Transport protein 
genes in the murine MHC: possible implications for antigen 
processing, Science 259 (1990), 1723; M.J. Andrblewicz, K.S. 
Anderson und P. Cresswell, Evidence that transporters associated 
with antigen processing translocate a major histocompatibility 
complex class I -binding Peptide into the endoplasmic reticulum 
in an ATP-dependent manner., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 

(1993) , 9130; J.C. Shepherd, T.N. Schumacher, P.G. Ashton- 
Rickardt, S. Imaeda, H.L. Ploegh, C. Janeway Jr. und S. Tonegawa, 



WO 96/01429 



PCT7EP95/02593 



3 

TAP1 -dependent peptide translocation in vitro is ATP dependent 
and peptide selective. Cell 74 (1993), 577; J.J.Neetjes und F. 
Momburg, Cell biology of antigen presentation. Curr. Opin, 
Immunol. 5 (1993) 27). 

Der Zusammenbau der Peptide mit den MHC-Molekulen ist ein 
selektiver ProzeS und erfordert, daS das Peptid vorzugsweise eine 
bestimmte Gr6£e aufweist (9 ± 1 Aminosauren) (H.G. Rammensee, K. 
Palk und O. Rotzschke, Peptides naturally presented by MHC class 
I molecules. Annu. Rev. Immuol. 11 (1993), 213). Weiterhin mussen 
bestimmte "Ankeraminosauren" in Molekultaschen der MHC Klasse I 
Molekiile binden. Fur verschiedene MHC Molekule wurden individuel- 
le, allelspezifische Ankermotive bestimmt (H.G. Rammensee, K„ 
Falk und 0. Rotzschke, MHC molecules as peptide receptors. Curr. 
Opin. Immunol. 5 (1993), 35; K.R.O. Falk, S. Stevanovic, G. Jung, 
H-G. Rammensee, Allele specific Motifs Revealed by Sequencing of 
Self-peptides Eluted from MHC Molecules, Nature 351 (1991) , 290) . 
Mit Hilfe dieser Ankermotive wurden antigene Peptide von 
Proteinen von Viren, Bakterien, parasitaren Protozoen und 
Tumorzellen vorausgesagt und identif iziert (H.J. Pamer, M.J. 
Bevan, Precise Prediction of a Dominant Class I MHC-restricted 
Epitope of Listeria monocytogenes, Nature 353 (1991), 852; H.J. 
Wallny D.K., S. Faath, G. Jung, A. van Pel, T. Boon, H-G. 
Rammensee, Identification and quantification of a Naturally 
Presented Peptide as Recognized by Cytotoxic T Lymphocytes 
Specific for an Immunogenic Tumor Variant, Int. Immunol. 4 
(1992), 1088). 

Der Prozessierungsweg der von den MHC Klasse II-Molekulen 
prasentierten antigenen Peptide ahnelt in weiten Bereichen dem 
der von MHC Klasse I-Molekiilen prasentierten Molekttlen. Beson- 
derheiten ergeben sich insbesondere darin, dafc die meist exogenen 
Proteine den endozytischen Abbauweg durchlaufen, f£r die 
Presentation eine Lange von etwa 12 Aminosauren aufweisen m&ssen 
und in besonderen Kompartimenten, den sogenannten Kompartimenten 
fur die Peptidbeladung (compartments for peptide loading = CPL) 
mit MHC Klasse II-Molekulen assoziieren, nachdem diese den fruhen 
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endosomalen Prozessierungsweg durchlauf en haben und die Peptidbe- 
ladung verhindernde invariant e Kette abgebaut worden ist (Schmid 
& Jackson, Nature 369 (1994), 103-104 und darin zitierte 
Referenzen; Germain und Margulies, Annu. Rev. Immunol. 11 (1993), 
403-450) . 

Nach dem Zusammenbau der MHC-Peptid-Komplexe werden diese an die 
Zelloberf lache transport iert, wo sie dem Immunsystem prasentiert 
werden . 

Die Anzahl der "naturlich prozessierten und prasentierten 
Peptide" (NPP) , die bis heute identif iziert wurden, ist relativ 
gering und beschrankt sich auf ein kleines Spektrum verschiedener 
Peptide von in grofcen Mengen exprimierter Proteine. Die Identif i- 
zierung antigener Determinant en, die aufgrund geringer Ex- 
pressionsrate, schlechten Prozessierens, langsamen Transports in 
das ER oder suboptimaler Bindung an MHC-Molekule in nur sehr 
geringer Menge auf der Zelloberf lache prasentiert werden, ist mit 
den bisher zur Verfugung stehenden Methoden, selbst unter 
Verwendung von hochsensitiven Verfahren, wie Tandem-Mas senspek- 
trometrie, schwierig bis unmoglich. Die allgemeingultige, 
experimentell empirische best§tigte Regel, dafi alle in der Zelle 
erzeugten Peptide urn den Transport in das ER und urn verfugbare 
freie MHC-Molekule konkurrieren, gilt auch fur Peptide, die aus 
Proteinen pathogener Organismen oder Krebszellen entstehen. Diese 
Tatsache macht es extrem schwierig, die in sehr geringer Menge 
vorhandenen antigenen Peptide aus einem grofien OberschuS 
endogener Peptide zu isolieren, die den grdfiten Teil der MHC 
Molekule besetzten. 

Gerade die Identif izierung dieser seltenen antigenen Peptide ist 
jedoch von grower Bedeutung fiir die Impf stof fentwicklung und 
Immuntherapie von vielen Krankheiten. Der vorliegenden Erfindung 
lag somit die Aufgabe zugrunde, eine Verfahren bereitzustellen, 
mit dem diese seltenen, an MHC-Molektile gebundenen, antigenen 
Peptide identif iziert werden kdnnen. 
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Eine weitere der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Aufgabe 
bestand darin, antigene Peptide bzw. Peptidgemische, die antigene 
Peptide enthalten, auf einfache Weise herzustellen und zur 
Herstellung von Peptiditnpf stof fen zu verwenden. 

J Die Losung dieser Aufgaben wird durch die in den Anspruchen 

gekennzeichneten Ausfuhrungsf ormen bereitgestellt . 

Somit betrifft ein erster Aspekt der vorliegenden Erf indung ein 
Verfahren zur Herstellung und Identif izierung antigener Peptide 
und Peptidgemische, das die folgenden Schritte umfaSt: 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungsmecha- 
nismen von exogen zugesetzten Proteinen oder Polypeptides 
die die antigenen Peptide enthalten, zu einer PeptidgrdSe, 
die eine Assoziation mit MHC-Molekulen erlaubt; 

(b) Assoziation der in Schritt (a) erhaltenen antigenen Peptide 
und/oder Peptidgemische mit geeigneten MHC-Molekulen; 

(c) Isolierung der MHC-Molekul-Peptid-Komplexe; 

(d) Abtrennung der antigenen Peptide und/oder Peptidgemische 
von den MHC-Molekiilen; und 

(e) Bestimmung der AminosSuresequenz der in Schritt (d) 
erhaltenen antigenen Peptide und/oder Peptidgemische. 

Ein zweiter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Herstellung und Identif izierung antigener Peptide 
und Peptidgemische, das die folgenden Schritte umfaSt: 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungsmecha- 
nismen von exogen zugesetzten Proteinen oder Polypeptides 
die die antigenen Peptide enthalten zu einer. Peptidgr&Se, 
die eine Assoziation mit MHC-Molekulen erlaubt; 

(b) Fraktionierung der in Schicht (a) erhaltenen antigenen 
Peptide und/oder Peptidgemische; 

(c) Test der erhaltenen Fraktionen auf antigene Aktivitat, 
vorzugsweise in einem T-Zell-Assay, und 
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(d) gegebenenfalls Bestimmung cier Aminosauresequenz der in 
Schritt (b) erhaltenen antigenen Peptide und/oder Peptidge- 
mische. 

Unter antigenem Peptid wird hier ein Peptid verstanden, das vom 
Immunsystem erkannt wird und somit insbesondere in der Lage ist, 
eine zellul&re Immunantwort oder eine Antikorperreaktion 
hervorzuruf en . 

Eine PeptidgroSe, die die Assoziation mit MHC-Molekulen erlaubt, 
ist bei MHC-Klasse I-Molekulen vorzugsweise eine solche mit etwa 
9 ± 1 Aminosauren, wahrend sie bei MHC Klasse II-Molekulen 
vorzugsweise etwa 12 ± 1 bis 25 ± 1 Aminosauren umfafct. 

Unter zellularen Prozessierungsmechanismen werden hier solche 
verstanden, die von cytosolischen Multienzymkomplexen (=Protea- 
somen) und weiteren, teilweise noch nicht rein dargestellten 
Enzymen/Enzymkomplexen ausgeubt werden sowie gegebenenfalls die 
nachfolgende Prozessierung ("Trimming") in Mikrosomen. 

Die Isolierung der MHC-Molekul- Peptid- Komplexe kann, sofern 
gewunscht, vorzugsweise aus Mikrosomen- oder CLP-Lysaten 
erfolgen. GemaS dem zweiten Aspekt der vorliegenden Erf indung ist 
jedoch eine Assoziation der proteolytisch erzeugten Peptide mit 
MHC-Molekulen, Isolierung der MHC-Molekul -Peptid-Komplexe und 
ausschlieSende Elution der Peptide nicht erforderlich, da 
antigene Peptide bzw. Peptidf raktionen des proteolytisch 
erzeugten Peptidgemisches auch in einem T-Zell-Assay auf ihre 
antigene Wirksamkeit getestet werden konnen. 

Urn die Identif izierung antigener Peptide zu erleichtern, die 
durch die zellulare Prozessierungsmaschinerie erzeugt und von 
MHC-Molekulen an der Zelloberf lache prasentiert werden, mu& das 
stochiometrische Verhaltnis zwischen endogenen Peptiden und 
antigenen Peptiden so manipuliert werden, da& die antigenen 
Peptide in einem grofcen UberschuS fur den Transport in das ER und 
fur die Bindung an MHC-Molekule zur Verfugung stehen. Dies wird 
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durch die Zugabe von exogenem Protein bzw. Polypeptid in Schritt 
(a) erreicht. Gleichzeitig sollte die Menge von endogenen 
Peptiden, die bereits im ER an MHC-Molekule gebunden sind gering 
sein. Damit stehen mehr fpreie MHC-Molekule fur die antigenen 
Peptide zur Verfugung. 

Gegenuber den bisher angewandten Methoden und Verfahren der 
Peptidelution aus Zell-Lysaten, beziehungsweise aus affinitats- 
gereinigten MHC-Molekiilen, kann durch das hier beschriebene 
Verfahren eine starke Anreicherung von spezifischen exogenen, 
z.B. aus einem Pathogen abgeleiteten Peptidepitopen erreicht 
werden. Dies ermoglicht es, neben immundominanten Peptidepitopen 
auch subdominante Peptidepitope zu identif izieren, die unter 
normalen physiologischen Verhaltnissen in zu geringer Konzen- 
tration in MHC-gebundener Form an die Zelloberf lache gelangen, 
urn spezif ische CTL-Vorlauf erzellen zur Expansion und Dif f erenzie- 
rung zu induzieren. 

Dominant e Epitope represent ieren oft Proteine oder Protein- 
abschnitte, die zwar in grofien Mengen von dem Pathogen gebildet 
werden (z.B. Hullproteine von Viren) , die aber nicht unbedingt 
unter einem so hohen funktionalen Selektionsdruck stehen, als daS 
sie nicht in gewissen Grenzen veranderbar sind. Dies fuhrt dazu, 
dafi z.B. bei einer Infektion mit Human- Imunodef iciency- Virus 
(HIV) die meisten Immunantworten gegen Proteinabschnitte gemacht 
werden, die sehr variabel sind. Die dominanten Epitope iiberdecken 
mengenmaSig die subdominanten Epitope bei der MHC-gebundenen 
Prasentation. Dabei ist die Konzentration der subdominanten 
Epitope auf der Zelloberf lache so gering, daB sie nicht als 
Signal zur Dif ferenzierung der T-Zellen zu CTLs ausreicht. 

Da grundsatzlich alle Proteine von der zellularen Maschinerie 
prozessiert und prasentiert werden, wird bei dem erfindungs- 
gemSSen Verfahren eine hohe Anreicherung von Peptidepitopen 
erreicht, die unter normalen Bedingungen subdominant sind. Wenn 
man CTLs gegen Eptitope erzeugen kann, die Peptidabschnitte 
represent ieren, die unter solch hohem funktionalen Selektions- 
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druck stehen, da£ sie eine sehr eingeschrankte genetische 
Variabilitat besitzen, kann man mit Hilfe solcher CTLs eine sehr 
effektive Immunantwort erzeugen. Einmal aktivierte CTLs erkennen 
namlich auch subdominante Epitope, die in geringsten Konzen- 
trationen auf befallenen Zellen pr&sentiert werden, wogegen die 
Grenzkonzentration ftir die Aktivierung der T-Zellen und Dif f eren- 
zierung zu CTLs wesentlich hoher liegt. 

Diesem Umstand verdanken viele Viren ihre Persistenz, da die 
dominanten Epitope standig mutieren und damit das Virus insgesamt 
sich der Immuneliminierung, trotz standig vorhandener Immunreak- 
tionen, entzieht. Das erf indungsgemaSe Verfahren kann somit 
vorteilhaf terweise zur Identif izierung und Herstellung viraler 
antigener Peptide eingesetzt werden, die fur Prophylaxe und 
Immuntherapie gegen derartige Viren verwendet werden konnen. 

Das erf indungsgemafce Verfahren ermoglicht es, antigene Peptide 
aus zellularen MHC-Molekulen in Mengen zu isolieren, die um 
tnehrere Grofcenordnungen Ciber den Mengen liegen, die man mit im 
Stand der Technik bekannten Methoden ereichen kann. Dabei konnen 
antigene Peptide direkt aus vollstandigen Mikrosomenlysaten, 
Zell-Lysaten oder aus af f initatsgereinigten, beladenen MHC- 
Molekiilen gewonnen werden. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form des erf indungsgemaBen 
Verfahrens sind die MHC-Molekule MHC Klasse I-MolekQle. Geeignete 
MHC-Molekule sind solche Molekule, die eine passende Konformation 
aufweisen, um die antigenen Peptide present ieren zu konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausffthrungsform des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens erfolgt der proteolytische Abbau der Proteine 
oder Polypeptide durch Proteasomen aus kultivierten Zellen, 
insbesondere humanen Zellen. Diese Aus ffthrungs form ist besonders 
bevorzugt, wenn die Peptide aus dem degradativen Abbau der 
Proteine oder Polypeptide durch MHC Klasse I-Molekfile prasentiert 
werden sollen. Die Proteasomen werden vorzugsweise nach dem von 
Boes et al., J. Exp. Med. 17 (1994), 901 beschriebenen Verfahren 
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aus kultivierten Zellen, insbesondere humanen Zellen isoliert, 
Praktischerweise wird das Protein mit den isolierten Proteasomen 
in Mikrosomen-Standardpuffer (Levy et al., Cell 67 (1991), 265) 
fiir unterschiedliche Zeitraume (0,5 bis 96 Stunden) bei 37°C 
inkubiert. Als Quelle fur Proteasomen kann auch beispielsweise 
die diesen Enzymkomplex stark exprimierende humane Zellinie K-562 
(ATCC-Nr. CCL 243) dienen. 

Die isolierten Proteasomen konnen ohne weitere Behandlung zum 
proteolytischen Abbau exogen zugesetzter Proteine oder Polypep- 
tide verwendet werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der 
vorliegenden Erfindung werden jedoch Proteasomen verwendet, die 
an einen festen TrSger immobilisiert sind. Die Immobilisierung 
kann durch chemische Koppelung z.B. mit Hilfe eines bifunktionel- 
len Linkerreagenz erfolgen. Andererseits kann die Immobilisierung 
auch durch Immunadsorption mit Hilfe immobilisierter, gegen 
Proteasomen gerichteter Antikorper erfolgen. 

Die gemafi erstem Aspekt der vorliegenden Erfindung zur Assozia- 
tion mit den durch proteolytischen Abbau erhaltenen antigenen 
Peptiden und/oder Peptidgemischen verwendeten MHC Klasse I- 
Molekule konnen aus zellularen Mikrosomen, Zellen eines Patienten 
oder modif izierten Zellen mit Spezifitat fur ein einziges MHC 
Klasse I-Molekttl (K. Takahashi, L.C. Dai, T.R. Fuerst, W.E. 
Biddison, P.L. Earl, B. Moss und F.A. Ennis. Specific lysis of 
human immunodeficiency virus type 1-infected cells by a HLA-A3.1- 
restricted CD8 + cytotoxic T. lymphocyte clone that recognizes 
a conserved peptide sequence within the gp41 subunit of the 
envelope protein* Proc. Natl, Acad. Sci., 88 (1991) 10277-10281; 
C.C. Winter, B.M. Carreno, R.V. Turner, S. Koenig und W.B. 
Biddison. The 45 pocket of HLA.A2.1 plays a role in presentation 
of influenza virus matrix peptide and alloantigens* J. Immunol. 
146 (1991) 3508-3512) stammen. Andererseits kann man auch 
rekombinante MHC Klasse I-Molektile verwenden {Matsumura, M. , 
Saito, Y. , Jackson, M,R. , Song, E.S. und Peterson, P. A. . In vitro 
peptide binding to soluble empty class I MHC molecules isolated 
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from transfected Drosophila melanogaster cells. J. Biol. Chem. 
26 (1992) 23589) . 

Wenn die MHC Klasse I-Molekule aus zellularen Mikrosomen stammen, 
erfolgt die Isolierung der Mikrosomen vorzugsweise nach dem von 
Saraste et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986), 6425 
beschriebenen Verfahren. In diesem Fall kann die Assoziation der 
antigenen Peptide mit den MHC Klasse I-Molekulen durch Inkubation 
der Peptide mit Mikrosomen erfolgen. Die nicht beladenen MHC 
Klasse I-Molekule sind vor allem in der mikrosomalen Praktion 
vorhanden (Levy et al., a.a.O.). Demzufolge ist es moglich, die 
nach dem Proteasomen-Abbau erhaltenen antigenen Peptide direkt 
mit der mikrosomalen Fraktion des endoplasmatischen Retikulums 
zu inkubieren, um MHC Klasse I-Molekul~antigenes Peptid-Komplexe 
zu erhalten. Die Inkubation erfolgt vorzugsweise 1 Minute bis 36 
Stunden bei 37°C. 

Eine weitere bevorzugte erf indungsgemaSe Aus fuhrungs form betrif f t 
ein Verfahren, wobei die MHC-Molekule MHC Klasse II-Molekule 
sind. In diesem Fall kann der proteolytische Abbau der Proteine 
oder Polypeptide durch endosomale und/oder lysosomale Enzyme 
erfolgen, vorzugsweise in Gegenwart geeigneter MHC-Klasse II- 
Molekule. Diese Ausfuhrungsform des erf indungsgem&Sen Verf ahrens 
ist besonders dann von Vorteil, wenn die antigenen Peptide durch 
MHC Klasse II-Molekule prasentiert werden sollen. Wie bereits 
vorstehend erwahnt, werden die auf MHC Klasse II-Molekule zu 
beladenen antigenen Peptide nicht hauptsachlich durch Abbau 
mittels eines Proteasomen-Komplexes, sondern durch proteolyti- 
schen Abbau in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten prozes- 
siert . 

Die fur die Bildung mit antigenem Peptid bereitzustellenden MHC 
Klasse II-Molekule k6nnen aus trans-Golgi-Vesikeln, Endosomen, 
CPLs, Zellen eines Patienten oder modif izierten Zellen mit 
Spezifit&t fur eine einziges MHC Klasse II-Molekul (Riberdy, 
J.M., Awa, R.R., Geuze, H.J. und Cresswell, P. r Transport and 
intracellular distribution of MHC class II-molecules and 
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associated invariant chain in normal and antigen-processing 
mutant cell lines. J. Cell. Biol. 125 (1994), 1225-1237) stammen. 
Andererseits kann man auch rekombinante MHC Klasse II-Molekiile 
(Arimilli, S., Cardoso, C, Mukku, P., Baichwal, V. und Nag, B. # 
Refolding and reconstitution of functionally active complexes of 
human leucocyte antigen DR2 and myelin basic protein from 
recombinant alpha and beta chains. J. Biol. Chem. 270 (1995) 971) 
verwenden . 

MHC Klasse II-Molekiile sind, soweit im Stand der Technik bekannt 
ist, im Falle der CPLs zumindest bei Eintritt in das Kompartiment 
durch die invariante Kette daran gehindert, eine Bindung mit 
einem geeigneten antigenen Peptid einzugehen. Allerdings ist 
davon auszugehen, daS in diesen Kompartimenten der proteolytische 
Abbau der invarianten Kette beginnt bzw. vollendet wird, so dafi 
die MHC Klasse II-Molekiile nachfolgend mit dem gewunschten 
antigenen Peptid assoziieren konnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafien Verf ahrens erfolgt die Assoziation der antigenen Peptide 
mit MHC Klasse II-Molekulen durch gemeinsame Inkubation in CPLs. 

Mit dieser Ausfuhrungsform des erf indungsgemSSen in vitro- 
Verf ahrens wird die in vivo -Situation der Beladung der MHC Klasse 
II-Molekule mit antigenen Peptiden nachgeahmt. Daher sollte diese 
bevorzugte Ausfuhrungsform des erf indungsgemSSen Verfahrens in 
besonderem MaSe dazu fuhren, daB die tatsachlich interessanten 
antigenen Peptide von den MHC KLasse II-Molekulen erkannt und fUr 
weitere Untersuchungen zur Verfugung gestellt werden k6nnen. 

Die zum proteolytischen Abbau eingesetzten Proteine oder 
Polypeptide konnen naturlichen Ursprungs sein. Fur diese 
Ausfuhrungsform ist es notwendig, daS eine Quelle an natftrlichem 
Protein bzw. Polypeptid zur Verfugung gestellt wird, die 
ausreichende Mengen fur eine ef fektive Beladung und Presentation 
durch eine genugend hohe Anzahl von MHC-Molekulen ermoglicht. 
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Andererseits konnen die Proteine oder Polypeptide rekombinanten 
oder synthetischen Ursprungs sein. Diese Ausf&hrungsf orm ist 
besonders bevorzugt, da rekombinante oder synthetische Polypep- 
tide mit konventionellen Verf ahren leichter herstellbar sind als 
die Isolierung dieser Proteine oder Polypeptide aus naturlichen 
Quellen. Durch die in den letzten Jahren entwickelten Verf ahren 
ist es besonders einfach, rekombinante Proteine in ausreichenden 
Mengen zur Verfugung zu stellen, die dann durch die zellulare 
Prozessierungsmaschinerie abgebaut und in groSen Mengen von 
freien MHC-Molekillen aufgenommen werden konnen. Synthetische 
Polypeptide oder Proteine sind nach Standardverf ahren beispiels- 
weise mit F-moc Chemie unter Verwendung eines Peptidsynthesegera- 
tes von Applied Biosystems Inc. oder eines entsprechenden anderen 
Gerates herstellbar. 

Die Anzahl an geeigneten MHC Klasse II-Molekulen ,kann gegebenen- 
f alls durch in vitro-Translationen und/oder Translokation von MHC 
Klasse II-Molekulen in Mikrosomen bzw. trans-Golgi-Vesikeln 
erhoht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form des erfindungs- 
gemafcen Verfahrens stammen die MHC-Molekule aus TAP-negativen 
Zellinien. Ein Beispiel fur eine derartige Zellinie ist T2. Diese 
Zellinie und ihre Herstellung ist beschrieben in Levy et al., 
a.a.O., Salter et al., EMBO J. 5 (1986), 943-949, Salter et al. # 
Immunogenetics 21 (1985), 235-246 und De Mars et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 82 (1985), 8183-8187. Nach den dort beschriebenen 
technischen Lehren kann der Fachmann weitere TAP-negative 
Zellinien herstellen. 

Die vorstehend beschriebenen Ausfuhrungsformen erhphen entweder 
die relative Menge an interessierendem abzubauendem Protein oder 
sie erhohen die Anzahl an freien MHC-Molekulen. 

So wird durch Zugabe von exogenen naturlichen, rekombinanten oder 
synthetischen Polypeptiden zur zellularen Prozessierungs- und 
Prcisentierungsmaschinerie ein Uberschufi von exogenen antigenen 
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Peptiden, die mit endogenen, zellularen Peptiden in Konkurrenz 
treten, geschaffen. Die Menge an freien MHC-Molektilen in 
Mikrosomen kann durch in vitro Translation und Translokation von 
MHC-Molekulen in Mikrosomen nach im Stand der Technik bekannten 
Verf ahren und durch Verwendung von Mikrosomenpraparationenen aus 
TAP-negativen Zellinien erhdht werden. Letztere Aus fuhrungs form 
verhindert dabei, daS die MHC-Molekule bereits vor dem Kontakt 
mit aus exogenen Quellen stammendem antigenen Peptid mit 
endogenen Peptiden beladen und damit blockiert sind. 

Die Isolierung der MHC-Molekiil-Peptid-Komplexe gemaS erstem 
Aspekt der vorliegenden Erfindung kann z«B. durch Prazipitation 
mit Konf ormat i ons ep i t op - spe z i f i s chen ant i - MHC - Ant ikorpe r n 
erfolgen. Derartige Antikorper konnen polyclonalen oder monoclo- 
nalen Ursprungs sein. Verf ahren zur Immunprazipitation mit 
derartigen Antikorpern sind im Stand der Technik gut bekannt 
(vgl. z.B. Burgert & Kvist, Cell 41 (1985), 987). 

Die Abtrennung der antigenen Peptide von den MHC-Molekulen kann 
durch Elution, vorzugsweise Saureelution der Peptide aus den MHC- 
Molekulen erfolgen. Auch derartige Verf ahren zur Elution, 
vorzugsweise zur Saureelution sind im Stand der Technik aus- 
reichend beschrieben worden (vgl. Germain und Margulies; a.a.O. 
und darin zitierte Referenzen) . 

Auf die Elution folgt vorzugsweise ein Peptidreinigungsschritt 
bzw. Peptidfraktionierungsschritt z.B. unter Verwendung von HPLC, 
Gelfiltration oder Kapillarelektrophorese. Ein derartiger 
Reinigungs- bzw. Fraktionierungsschritt ist besonders vor- 
teilhaft, wenn eine heterogene Fraktion an Peptiden vorgefunden 
wird. Insbesondere ist bei prozessierten Peptiden, die an MHC 
Klasse II-Molekule binden, aufgrund oftmals versetzter NH 2 -Enden 
eine nachfolgende Sequenzierung der Peptide ohne vorherige 
Reinigung bzw. Fraktionierung der relevanten antigenen Peptide 
oft nur schwer moglich. Daruber hinaus ist eine vorherige 
Reinigung aber auch fur Peptide, die an MHC Klasse I-Molekule 
binden, von Vorteil. 
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Als HPLC-Verfahren wird vorzugsweise eine Reverse Phase-HPLC 
eingesetzt . 

Durch die oben genannte Fraktionierungsprozedur werden Fraktionen 
von Peptiden und/oder Peptidgemischen mit definierter GroSe 
erhalten. Dieser Fraktionierungsschritt wird gemaS dem zweiten 
Aspekt der vorliegenden Erf indung direkt nach dem proteolytischen 
Abbau, d.h. ohne vorherige Assoziierung mit MHC-Molekulen 
durchgefuhrt . Uberraschenderweise wurde namlich festgestellt , daS 
durch den proteolytischen Abbau antigene Peptide bereits in so 
hoher Ausbeute gefunden werden, daS auf den Schritt der Assoziie- 
rung mit MHC-Molekulen oftmals verzichtet werden kann. 

Zur Identif izierung von antigenen Peptidf raktionen wird vorzugs- 
weise ein T-Zell-Assay durchgefuhrt. Hierzu werden durch 
Proteasomen prozessierte Peptide, die an MHC I-Molekule binden 
konnen, insbesondere durch einen Standardlysetest mit Hilfe von 
cytotoxischen T-Zellen getestet, die vorzugsweise spezifisch fur 
das Protein oder Polypeptid oder ein das Protein oder Polypeptid 
enthaltendes Patogen sind. Die cytotoxischen Zellen k6nnen 
beispielsweise aus polyclonalen CTL-Linien oder T-Zell-Klonen 
stammen. 

Ein derartiger Standardlysetest ist beispielsweise das im Stand 
der Technik bekannte Chromf reisetzungsverf ahren; vgl . z.B. Boes 
et al., a.a.O. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ermoglicht die Herstellung und 
Identif izierung von antigenen Peptiden, die naturlich prozessier- 
ten und prasentierten Peptiden weitestgehend entsprechen. Dies 
wird durch die Verwendung eines geeigneten Nachw^issystems fur 
antigene Peptide, z.B, von polyclonalen, antigenspezif ischen CTL- 
Linien erreicht. Diese CTLs konnen in vitro aus peripheren Blut- 
Lymphozyten, durch den Kontakt mit autologen, Epstein-Barr- Virus 
transformierten B-Zellen (EBV-B-Zellen) , die das rekombinante 
Antigen im Uberschufc exprimieren, generiert werden. 
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Ein weiteres, im Stand der Technik bekanntes Verfahren, epitop- 
spezifische CTLs zu erzeugen, ist die Stimulierung mit peptidge- 
pulsten EBV-B-Zellen. 

Diese CTLs konnen auch zum Absuchen von besonders subdominanten 
Peptiden verwendet werden, die gerade noch ausreichend naturlich 
prozessiert werden, urn detektiert werden zu konnen. 

Durch die Verwendung von vorzugsweise rekombinantem Antigen aus 
exogenen Quellen werden auf den EBV-B-Zellen auch selten 
prozessierte antigene Peptide in Kombination mit MHC-Molekulen 
prasentiert, die in vivo in zu geringer Anzahl prSsentiert 
werden, urn CTLs zu aktivieren. Der Standardlyseset stellt die 
Kont roll ins tanz dar fflr die Authentizitat der identif izierten 
antigenen Peptide mit nattirlich prozessierten und prasentierten 
Antigenen. 

Bei Peptiden bzw. Peptidgemischen, die an MHC Klasse II-Molekule 
binden, erfolgt die Identif izierung der aktiven Fraktionen 
vorzugsweise durch einen im Stand der Technik bekannten T-Zell- 
Prolif erationstest . 

SchlieSlich kann eine Bestimmung der Aminosauresequenz von 
antigenen Peptiden und/oder Peptidgemischen durch Sequenzierung 
unter Verwendung von vorzugsweise automatisierter Edman-Chemie 
oder Massenspektrometrie, z .B, Tandem-Massenspektroskopie 
erf olgen . 

Sowohl die Edman-Chemie als auch die Tandem-Massenspektrometrie 
z.B. als Elektrospray-Ionisierungs-Tandem-Massenspektrometrie in 
Verbindung mit Mikrokapillar-HPLC gehoren zum Stand der Technik 
(vgl. z.B. Hunt et al., Science 255 (1992), 1261-1264). 

Das zum proteolytischen Abbau eingesetzte protein Oder Polypeptid 
kann (a) einem Pathogen oder einem Protein oder Polypeptid oder 
einem Teil davon entsprechen, das/der aus einem Pathogen stammt, 
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(b) ein Tumorantigen oder ein Teil davon sein oder (c) ein 
Autoimmunantigen oder ein Teil davon sein. 

Mit dieser Ausfuhrungsform des erf indungsgemafcen Verfahrens 
konnen klinisch relevante Pathogene, Tumorantigene oder Auto- 
immunantigene auf ihre antigenen Peptidbestandteile nach 
zellulSrer Prozessierung hin untersucht werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemafcen Verfahrens ist das antigene Peptid ein subdominantes 
Peptid. Die Vorzuge des erf indungsgemafien Verfahrens zur 
Identif izierung subdonminanter antigener Peptide wurden bereits 
vorstehend erortert. Diese bevorzugte Ausfuhrungsform des 
erf indungsgemafien Verfahrens ist daher insbesondere dann 
einsetzbar und von Vorteil, wenn derartige subdominante antigene 
Peptide vom Immunsystem erkannt werden sollen und seine nachfol- 
gende Stimulierung einsetzen soil, um das Pathogen/ Tumoranti- 
gen/Autoimmunantigen wirksam zu bekampfen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens wird die Auswahl an prasentierbaren antigenen 
Peptiden erhoht durch Transfektion einer Zellinie, in der der 
zellulare Prozessierungsmechanismus ablauft und die.MHC-Molekule 
exprimieren kann mit TAP-MolekQle codierenden Genen, vorzugsweise 
aus verschiedenen Spezies. 

Die f-Qr TAP-Molekule codierenden Gene sind cloniert (Lev}' et al., 
a.a.O., Germain & Margulies, a.a.O.) bzw. konnen nach im Stand 
der Technik bekannten Verfahren (z.B. Hybridisierung mit Sonden 
aus konservierten Bereichen des Gens) aus weiteren Spezies 
isoliert und cloniert werden. Da vermutet wird, daft die Peptid- 
bindung an TAP ein selektiver ProzeE ist, kann durch Transfektion 
mit weiteren TAP-Moekulen aus verschiedenen ethnischen Gruppen 
(wobei von einem gewissen Polymorphismus zwischen verschiedenen 
ethnischen Gruppen ausgegangen wird) , aus der Ratte, Maus, 
Hamster, um nur einige Beispiele zu nennen, die absolute Anzahl 
verschiedener Peptid-bindender Konformation auf TAP-Molekiilen 
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erhoht werden. Damit kdnnen absolut mehr verschiedene Peptide auf 
geeignete MHC-Molekule geladen werden, wodurch insbesondere auch 
die Moglichkeiten zur Identif izierung subdominanter antigener 
Peptide erhoht werden. 

Die Gene sind vorzugsweise in Expressionsvektoren cloniert. 
Besonders bevorzugt ist die Transfektion von TAP-negativen 
Zellinien mit derartigen Genen. 

Ein dritter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur Herstellung antigener Peptidgemische, umfassend die 
Schritte : 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungsmecha- 
nismen von exogen zugesetzten Proteinen oder Polypeptides 
die die antigenen Peptide enthalten, zu einer Peptidgr6Se, 
die eine Assoziation mit MHC-Molekiilen erlaubt, 

(b) Gewinnung der Peptidgemische. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt , dafi die komplexen 
Peptidgemische, die durch den Verdau von antigenen Proteinen oder 
Polypeptides insbesondere durch Proteasomen entstehen, als 
Peptidimpf stof f zur Induktion von CTLs in der Lage sind, ohne daS 
Einzelpeptidsequenzen identif iziert bzw. isoliert werden mussen. 

Dariiber hinaus hat die Verwendung der Peptidgemische als 
Impf stof f gegenuber den bisher verwendeten Einzelpeptiden einen 
erheblichen Vorteil. Kit bislang bekannten Einzelpeptidimpf - 
stof fen konnen cytotoxische T-Lymphozyten, die vor allem fiir die 
Elliminierung von virusinf izierten Zellen oder Tumorzellen 
wichtig sind, nur bedingt induziert werden, da ein spezifisches 
MHC-Molekul nur immer einen spezif ischen Satz von Peptiden binden 
kann. Somit kann ein Peptidepitop, das fur einen Patienten 
wirksam ist, fur einen anderen Patienten v611ig unwirksam sein. 
Aufgrund des enormen MHC-Polymorphismus in der menschlichen 
Population wiirde es vermutlich Jahre oder Jahrzehnte dauern, bis 
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fur alle MHC-Molekule die Epitope relevanter viraler oder 
Tumorantigene identif iziert sind. Aufierdem miifite von jeder zu 
immunisierenden Person eine MHC-Typisierung vorgenommen werden 
und dann eine entsprechende Auswahl bzw. Mischung von Peptiden 
fur die jeweilige MHC-Konstellation verabreicht werden. 

Andererseits ist der aus dem Stand der Technik bekannte Einsatz 
von attenuierten Viren, mit denen cytotoxische T-Zellen effektiv 
induziert werden konnen, gefShrlich, da die Viren bei einer 
Mutation wieder zu pathogenen Viren revertieren konnen. Mit 
abgetdteten Viren oder Proteinimpf stof f en konnen wiederum meist 
keine zytotoxischen T-Lymphozyten induziert werden, da die 
antigenen Proteine nicht ins f.ytosol, dem Ort der Prozessierung 
von Antigenen fur die Presentation uber MHC Klasse I-Molekule 
gelangen konnen. 

Durch die Verwendung von komplexen Peptidgetnischen nach proteoly- 
tischem Abbau von Antigenen, insbesondere in Proteasomen, als 
Peptidimpf stof f , kann liberraschenderweise eine Induktion von 
cytotoxischen T-Zellen erreicht werden. Die Vorteile eines die 
komplexen Peptidgemische enthaltenden Impfstoffes bestehen 
insbesondere darin, da& die Identif izierung einzelner Epitope fur 
verschiedene MHC-Molekule und eine MHC-Typisierung der zu 
impfenden Personen nicht mehr ndtig ist. Weiterhin mtissen die 
entsprechenden Peptidimpf stof fe nicht mehr durch aufwendige und 
kostspielige Methoden synthetisch hergestellt werden, sondern 
konnen auf einfache und effiziente Weise durch enzymatischen 
Verdau rekombinanter Polypeptide oder Proteine hergestellt 
werden . 

Zur Erhohung der Ausbeute der beim proteolytischen Abbau von 
Proteinen oder Polypeptiden entstehenden Peptide und/oder 
Polypeptide wird vorzugsweise ein Enzymreaktor verwendet, 
umfassend: 

einen Behalter, der zellulare Prozessierungsenzyme, insbesondere 
Proteasomen, enthalt, die den Abbau der Proteine oder Polypeptide 
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zu einer PeptidgroSe bewirken, die eine Assoziation mit MHC- 
Molekiilen erlaubt, wobei der Behalter mindestens eine Eintritts- 
6f fnung zur Zufuhr von Proteinen und mindestens eine Austritts- 
6f fnung zur Entnahme der prozessierten Peptide aufweist, Der 
BehSlter ist vorzugsweise thermostat ierbar. 

Vorzugsweise sind die zellularen Prozessierungsenzyme durch 
bekannte Methoden - wie oben diskutiert - auf einem Tragermate- 
rial oder/und an WSnden des Behalters immobilisiert . Die 
Immobilisierung kann durch chemische Kopplung oder vorzugsweise 
durch Immunadsorption erfolgen. Die Enzyme konnen jedoch auch 
frei in Losung vorliegen. 

Die AustrittsSf fnung des Enzymreaktors ist vorzugsweise derart 
ausgebildet, dafi sie den Durchtritt der prozessierten Peptide, 
aber nicht den Durchtritt der als Ausgangsmaterial verwendeten 
Proteine oder Polypeptide erlaubt. Die Austritts6f fnung des 
Enzymreaktors erlaubt vorzugsweise auch nicht den Durchtritt der 
Enyzme. Hierzu umfafit die Austrittsof fnung vorzugsweise eine 
Filtrationseinheit , z.B. ein Amicon-Filter (Molekulargewichts- 
Trenngrenze 3000 bis 10000 Dalton) . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung auch eine neue 
Vorrichtung zum proteolytischen Abbau von Proteinen oder 
Polypeptides welche die oben genannten Merkmale aufweist. Mit 
dieser Vorrichtung ist eine kontinuierliche Durchfuhrung des 
Verfahrens moglich, d.h. die als Ausgangsmaterial verwendeten 
Proteine oder Polypeptide konnen dem Reaktor kontinuierlich 
zugefflhrt und die prozessierten Peptide kontinuierlich entnommen 
werden. 

Die Erfindung betrifft schlie&Lich auch die Verwendung der nach 
dem erf indungsgem&fcen Verfahren hergestellten antigenen Peptide 
zur Identif izierung von Vakzinbausteinen gegen Pathogene oder 
Tumorzellen oder von kompetitiven oder antagonistischen Peptiden 
bei Autoimmunkrankheiten. 
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Die mit dem erf indungsgemafien Verf ahren identif izierten und/oder 
hergestellten antigenen Peptide konnen beispielsweise alleine 
oder gekoppelt an einen Trager nach im Stand der Technik 
bekannten Verfahren zur Immunisierung gegen Pathogene oder aber 
zur Prophylaxe gegen oder/und zur Therapie von Tumorwachstum 
eingesetzt werden. 

Kompetitive oder antagonistische Peptide k6nnen bei der Prophy- 
laxe und Therapie von Autoimmunkrankheiten verwendet werden, urn 
zuvor identif izierte, Autoimmunreaktionen stimulierende Peptide 
aus der Bindung an MHC-Molekule zu verdrangen. Sie konnen ferner 
zur kompetitiven Bindung an T-Zell-Rezeptoren verwendet werden, 
ohne die T-Zellen zu stimulieren. 

Wie bereits oben ausgefuhrt, eignen sich die Peptide oder 
Peptidgemische, die durch das erf indungsgemafie Verfahren 
erhaltlich sind, zur Herstellung eines Impf stof fes. Dabei konnen 
die durch proteolytischen Abbau erhaltenen komplexen Peptidge- 
mische gegebenenfalls nach einer Gr6£enf raktionierung eingesetzt 
werden, ohne dafi vorher eine Auftrennung in Einzelpeptide 
erfolgt . 

Vorzugsweise enthalt der Impf stof f zusatzlich ein Adjuvans, das 
beispielsweise aus Aluminiumhydroxyd, Emulsionen von Mineralolen 
(vgl. Freundsches Adjuvans), Saponin, Siliciumverbindungen, 
Thioharnstoff , Liposomen, Quil-A-enthaltenden Liposomen, ISCOMS, 
Lipopeptiden, Endotoxinen von gram-negativen Bakterien, Exotoxi- 
nen von gram-positiven Bakterien und Haemophilus pertussis 
ausgewahlt werden kann. 

Weiterhin ist bevorzugt, daS der Peptidimpf stof f mehrmals 
verabreicht wird, z.B. in wochent lichen, monatlichen oder 
halbjShr lichen Intervallen. Die Dosierung des Peptidimpf stof fes 
ist vorzugsweise 10-1000 fig, starker bevorzugt 50-500 jig, 
besonders bevorzugt 50-200 jig und beispielsweise 100/xg. 



WO 96/01429 



PCT/EP95/02593 



21 

In einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form der vorliegenden 
Erfindung wird der Peptidimpf stof f in Kombinatinon mit einem 
Protein- oder Polypeptidimpf stof f verabreicht. Der Protein- oder 
Polypeptidimpf stof f kann das zur Herstellung des Peptidimpf stof fs 
als Ausgangsmaterial verwendete Protein oder Polypeptid oder/und 
ein anderes Protein oder Polypeptid, das vorzugsweise aus dem 
gleichen Pathogen stammt, als Wirkstoff enthalten. Durch 
Verabreichung der Kombination aus Protein- bzw. Polypeptidimpf - 
stoff und Peptidimpf stof f kann ein simultane Stimulierung von 
Helfer-T-Zellen und cytotoxischen T-Zellen erreicht werden, 
wodurch eine erhohte Antikorperbildung und eine erhohte zellulSre 
Immunantwort erreicht wird. 

In diesem Zusammenhang ist anzumerken, da£ die gemeinsame 
Verabreichung von Peptidimpf stof f und Polypeptid - bzw. Protein - 
impf stof f nicht nur auf die durch das erf indungsgemafie Verfahren 
hergestellten Peptide oder/und Peptidgemische beschrankt ist, 
sondern bei beliebigen Peptidimpf stof fen erfolgen kann. Der 
Begriff "gemeinsame Verabreichung" bedeutet in diesem Zusammen- 
hang, daS der Peptidimpf stof f und der Protein- bzw. Polypeptid- 
impf stof f sowohl in einer einzigen Dosierungseinheit als auch in 
getrennten Dosierungseinheiten gleichzeitig oder zu verschiedenen 
Zeitpunken w&hrend der Behandlungsdauer verabreicht werden 
konnen . 

Die Verabreichung kann durch Injektion, oral oder topisch 
erfolgen, z.B, durch Aufbringen eines den Impf stoff und ggf . ein 
Penetrationshilfsmittel, z.B. ein physiologisch vertr&gliches 
organisches Ldsungsmittel, wie etwa DMSO enthaltenden Pflasters. 
Auch hier ist anzumerken, daS die topische Applikation von 
Peptidimpfstoffen nicht auf die durch das erf indungsgem&fie 
Verfahren erhaltlichen Peptidimpf stof fe beschrankt ist, sondern 
bei beliebigen Peptidimpfstoffen angewendet werden kann. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
schliefclich eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als 
Wirkstoff Peptidgemische, die durch proteolytischen Abbau von 
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exogenen Polypeptiden und Proteinen durch zellulare Prozessie- 
rungsenzyme erhaltlich sind, ggf. zusammen mit pharmazeutisch 
tiblichen Trager-, Hilfs- und Zusatzstof f en enthfilt . 

Weiterhin soli die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele 
erlautert werden: 

Beispiel 1; 

Isolierung von Proteasomen aus kultivierten Zellen 

EL- 4 Zellen (ATCC TIB39) wurden in RPMI -Medium mit 10 % fetalem 
Kalberserum, 0-Mercaptoethanol, L-Glutamin und Antibiotica in 
Rollf laschenkulturen bis zu einer Dichte von etwa 1 x 10 6 Zel- 
len/ml kultiviert. Etwa 2 x 10 9 Zellen wurden 2 x mit kalter 
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen, in 100 ml 
Imidazolpuffer (20 mM Imidazol-HCl pH 6,8, 100 tnM KCl, 20 mM 
EGTA, 2 mM MgCl 2 , 10 % Saccharose) resuspendiert und dann einer 
N 2 -Kavitation ausgesetzt. Die resultierende Suspension wurde 
anschlieSend zentrifugiert (15 min bei 1500 x g, 15 min bei 15000 
x g, 90 min bei 150000 x g) . 

10 ml Aliguots des nach dem letzen Zentrifugationsschritt 
erhaltenen Uberstands wurden mit Polyethylenglycol €000 auf eine 
Endkonzentration von 5 % (Gew/Vol) versetzt. Nach Inkubation fur 
30 min bei 4 °C wurde prazipitiertes Material durch Zentrifuga- 
tion bei 20000 x g entfernt. Der Uberstand wurde auf 12,5 % 
(Gew/Vol) Polyethylenglykol 6000 eingestellt, zentrifugiert und 
das resultierende Pellet in 2 ml kaltem Tris-Puffer (50 mM Tris- 
HC1, pH 7,2, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl 2 2, 0,5 mM jS-Mercaptoethanol) 
aufgeldst. Das resuspendierte Material wurde auf eine Mono-Q 
(HR5/5) -Saule (Pharmacia, Uppsala, Schweden) aufgebracht, die an 
ein Waters-HPLC-System (Millipore, Milford, Massachusetts, USA) 
angeschlossen war. Die gebundenen Proteine wurden mit einem NaCl- 
Gradienten eluiert; Puffer A (20 mM Tris-HCl pH 7,2), Puffer B 
(20 mM Tris-HCl pH 7,2, 1 M NaCl) , 0-10 min bei 100 % fur Puffer 
A, 10 - 65 min mit einem linearen Anstieg auf 34 % fur Puffer B, 
65-95 min mit einem linearen Anstieg auf 36 % fur Puffer B 
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(Fliefigeschwindigkeit : 0,5 ml/min) , 90-105 min mit einem linearen 
Anstieg auf 100 % fur Puffer B (Fliefcgeschwindigkeit : 1 ml/min) . 
Die Gr6Se der gesammelten Fraktionen war jeweils 0,5 ml. 

Die Peptidaseaktivitat der Proteasomen wurde f luorometrisch unter 
Verwendung des Substrats Suc-LLVY-MCA wie von McGuire und Martino 
(Biochim. Biophys. Acta. 873 (1986), 279-289) beschrieben, 
bestimmt. Die Saulenfraktionen mit Aktivitat (etwa bei 35 % B) 
wurden vereinigt und die Reinheit der Proteasomen durch Elek- 
trophorese in 12 % Polyacrylamid/SDS-Gelen und 5 % nativen 
Polyacrylamidgelen und Anf arbung der Proteine durch Silberf arbung 
bestimmt. 

Beispiel 2: 

Spaltung synthetischer Polypeptide durch Proteasomen 

Die Spaltung synthetischer Polypeptide (20 /xg) mit 0,5 /xg 
isolierten Proteasomen wurde in einem Volumen von 300 /il Tris- 
Puffer (50 mM Tris-HCl pH 7,8, 1 mM EGTA, 2 mM MgCl 2 , 0,5 mM jS- 
Mercaptoethanol) fiir 36 h bei 37 °C durchgef uhrt . Zur UberprQfung 
der Spaltungsreaktion wurden 30 /xl des Gemisches durch Reverse 
Phase HPLC (Sephasil, C18, 2.1/10 Smart System, Pharmacia, 
Uppsala, Schweden) aufgetrennt. Das auf die Saule aufgebrachte 
Material wurde mit einer FlieEgeschwindigkeit von 100 xzl/min. mit 
einem Acetonitril-Gradienten eluiert; L6sung A: 0,1 % (Vol/Vol) , 
Trifluoressigsaure (TFA) ; LSsung B: 0,081 % (Vol/Vol) , TFA in 80 
% Acetonitril-H 2 0; 0-10 min bei 0 % fur Losung B, 10-40 min mit 
einem linearen Anstieg auf 75 % fftr LSsung B. 

Die Sequenzierung der result ierenden Peptidmischungen erfolgte 
durch Edman-Abbau mit einem Hewlett Packard Gerat (Modell HP 
1005A) . Zur Bestimmung der Proteosomen-Spaltstellen wurden die 
aus der Edman- Sequenzierung erhaltenen Daten wie von Boes et al 
(J. Exp. Med. 179 (1994), 901-909) beschrieben, ausgewertet. 
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Beispiel 3 : 

Test auf Stimulierung cytotoxischer T-Lymphozyten 

Als Targetzellen wurden RMA (Ljunggren und Karre, J. Exp. Med. 
162 (1985), 1745 - 1759; Karre et al, Nature 319 (1986), 675- 
678), EL-4 (ATCC TIB 39) IC-21 (ATCC TIB 186) Zellen oder 48 h 
mit ConA-aktivierte Milzzellen in Standard 51 Cr Freisetzungs- 
assays verwendet. Die Targetzellen wurden mit 100 ptCi sx Cr (New 
England Nuclear Research Products, Boston, Mass.) fur 90 min bei 
37 °C marJciert und 2 x mit RPMI gewaschen. Die markierten 
Targetzellen wurden dann durch Vorinkubation mit synthetischen 
Peptiden oder den Reaktionsprodukten einer Proteasomenspaltung 
ftir 2 h bei Raumtemperatur fur eine CTL-vermittelte Lyse 
sensibilisiert , gewaschen und den Ef f ektorzellen (CTLs) zu- 
gesetzt . 

Beispiel 4: 

Immunprazipitation von Proteasomen 

Die Immunprazipitationen wurden bei 4°C durchgefuhrt. Zur 
Reduzierung von eventuell auftretenden unerwunschten Protein- 
wechselwirkungen mit Protein G - oder A-Sepharose wahrend der 
eigentlichen Immunprazipitation wurden Protein G - oder A- 
Sepharose-Perlen (Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit einem 
detergenzhaltigen Puffer fur 30 min. unter Rotation vorinkubiert . 
AnschlieSend wurde die Sepharose durch Zentrifugation (3 min. bei 
1000 x g) sedimentiert und dreimal mit einem detergenzfreien 
Puffer gewaschen. 30 jxl einer 10%igen (w/v) Losung dieser Protein 
G- oder A-Sepharose werden mit 10 /ig eines monoklonalen Anti- 
proteasomenantikdrpers (K.B. Hendil, P. Krietensen und W. 
Uerkvitz; Human proteasomes analysed with monoclonal antibodies, 
Biochem. J. 305 (1995) 245-252) oder mit einem Antiserum fur eine 
Stunde inkubiert. Uberschiissige nicht gebundene Ant ik6rper werden 
durch dreimaliges Waschen der Sepharose-Perlen entfernt. Danach 
erfolgt die Inkubation der Sepharose mit Zellysat oder Cytosol. 
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Zur Herstellung von Cytosol wurden Zellen (z.B. Tl-Zellen) in 
Rollf laschenkulturen bis zu einer Dichte von etwa 1 x 10 6 Zellen 
pro ml kultiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, zweimal mit 
PBS gewaschen und dann rait einer Dichte von 2 x 10 7 Zellen pro ml 
in Lysepuffer (20 mM Imidazol, pH 6,8, 100 mM KCl, 20 mM EGTA, 
2 mM MgCl 2 , 10% Saccharose) aufgenommen. Die Zellen wurden 
anschlieSend durch Frier- /Tau-Schritte zerstdrt. Durch Zen- 
trifugation fur 15 min. bei 3000 x g wurden die Zellkerne und 
durch eine Zentrifugation fur 15 min. bei 10.000 x g die 
Mytochondrien und Lysosomen abzentrifugiert . Durch eine Ultrazen- 
trifugation des Uberstandes fiir 90 min. bei 100.000 x g wurden 
die Mikrosomen entfernt. Der so erhaltene Uberstand wurde dann 
in der Immunprazipitation eingesetzt. 

Zur Durchfiihrung der Immunprazipitation wurden 30 fil einer 
10%igen Losung von Protein G- oder A- Sepharose -Perl en, die 
immobilisierte Antiproteasomenantikorper enthalten, mit 400 fil 
Cytosol fur eine Stunde unter Rotation inkubiert. Anschliefiend 
wurden die Sepharose-Perlen dreimal gewaschen. Durch Messungen 
der Proteasomen-Aktivitcit und durch Western-blots des Cytosols 
und der Sepharose -Losung konnte das Vorliegen von Proteasomen 
bestimmt werden. Die erfolgreich durchgefuhrte Immunprazipitation 
zeigte sich durch das Verschwinden der Proteasomen aus dem 
Cytosol und deren Detektion in der Sepharose -Losung. 

Beispiel $; 

Betrieb eines Enzymreaktors 

Proteasomen (20S oder 26S-Proteasomen) wurden mittels der in 
Beispiel 4 beschriebenen Immunprazipitation isoliert. Anstelle 
von Proteasomen kdnnen jedoch auch andere Antigenprozessierungs- 
enzyme naturlichen oder rekombinanten Ursprungs verwendet werden, 
die auch mittels konventioneller Proteinreinigungsmethoden 
isoliert sein kdnnen. Die Enzyme konnen im Enzymreaktor in 
l&slicher oder immobilisierter Form verwendet werden. Durch 
konventionelle Reinigungsmethoden gewonnene oder rekombinante 
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Enzyme kdnnen mittels bekannter chemischer Kopplungsmethoden an 
Sepharose oder andere bekannte Tragermaterialien immobilisiert 
werden * 

Die Proteasomen wurden in einen Enzymreaktor gegeben. In den 
Enzymreaktor wurden zudem Polypeptide und Proteine rekombinanten, 
synthetischen oder naturlichen Ursprungs in denaturiertem und 
reduziertem Zustand gegeben. Der Reaktionspuf fer enthielt 20 mM 
Hepes (pH 7,8), 0,5 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM EGTA und 5 mM 
MgCl 2 . Zur Aktivierung der Proteasomen und zur Verbesserung der 
L6slichkeit der Substrate wurde bei Bedarf ein Detergenz wie z.B. 
der Puffer SDS (0,003 bis 0,04 % w/v) oder 0,4 M Guanidinium- 
Hydrochlorid zugegeben. Bei der Verwendung von 26S-Proteasomen 
wurde Ubiquitin und ATP sowie ein ATP-regenerierendes System 
hinzugefugt. Die Reaktion wurde bei 37°C fur 10 min. bis 24 
Stunden durchgef flhrt . AnschlieSend wurden die erhaltenen 
Peptidbruchstucke von den Proteasomen und von eventuell noch 
vorhandenen eingesetzten Proteinen und anderen Reaktanden durch 
einen die Austrittsof fnung des Reaktionsgef &£es begrenzenden 
Filter (AusschlufcgroSe der Poren 3000 bis 10.000 Dalton) 
abgetrennt. Die Abtrennung erfolgte durch niedertourige Zen- 
trifugation oder durch Abpumpen der Reaktionsl6sung. 

Die Peptidgemische wurden so in steriler Form erhalten. Sie 
konnen entweder direkt oder nach Mischen mit einem Adjuvans fiir 
in vitro- und in vivo-Immunisierungen eingesetzt werden. 
Weiterhin wurden die Peptidgemische zur Identif izierung von 
einzelnen antigenen Peptiden, wie in Beispiel S beschrieben 
eingesetzt. 

Da die Proteasomen iiber mehrere Wochen hinweg enzymatisch aktiv 
sind, konnten sie mehrmals filr den Betrieb eines Enzymreaktors 
verwendet werden. 
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Identif izierung einzelner antigener Peptidsequenzen 

Antigene Proteine oder Polypeptidteile davon (z.B. virale, 
bakterielle, parasitare, Tumor- oder Selbstantigene) naturlichen, 
rekombinanten oder synthetischen Ursprungs wurden mit isolierten 
20S- oder 26S-Proteasonien umgesetzt, wobei Peptide einer Gro&e 
entstehen, die die Assoziation mit MHC-Molekfilen erlaubt. Die 
Peptidgemische wurden unter Verwendung eines Enzymreaktors (siehe 
Beispiel 5) erhalten. Die Proteine k&nnen aber auch mit loslichen 
Proteasomen in einem geeigneten ReaktionsgefSS umgesetzt werden, 
wobei die Reaktion nach 10 min. bis 24 Stunden durch Zugabe von 
2%iger Essigsaure gestoppt wird* 

Die Identif izierung der antigenen Peptidsequenzen erfolgte 
f olgendermafien . 

(A) Das Peptidgemisch wird mit Reverse-phase HPLC (z.B. auf einer 
C18 4,6 x 250 mm-Saule) oder mit Kapillarzonen-Elektrophorese 
aufgetrennt. Ein Aliquot der Fraktionen wurde dann in einem T- 
Zell -Assay (z.B. Chromium-release-assay, Prolif erationstest) 
unterzogen. In dem T-Zell -Assay wurden unter anderem PHA-stimu- 
lierte Blutlymphozyten (PBL) ,EBV- trans formierte B-Zellen und 
Zellen, die nur ein HLA-Molekul exprimieren (K. Takahashi, L.-C. 
Dai, T.R. Fuerst, W.E. Biddison, P.L. Earl, B. Moss und F.A. 
Ennis, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 10277-10281; C.C. Winter, 
B.M, Carreno, R.V. Turner, S. Koenig und W.E. Biddison, J. 
Immunology, 146, 3508-3512) als Ziel- oder Stimulatorzellen 
verwendet. Polyklonale CTL-Linien oder T-Zellklone konnen in 
vitro aus peripheren Blutlymphozyten durch den* Kontakt mit 
autologen Epstein-Bar-Virus -transformierten B-Zellen (EBV-B- 
Zellen) generiert werden. Weiterhin wurden als T-Zellen un- 
spezifisch (z.B. PHA) stimulierte PBL von virusinf izierten 
Patienten oder von Tumor-Patienten oder PBL bzw. tumorinfil- 
trierende Lymphozyten (TILL) , die spezif isch mit autologen 
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virusinf izierten Zellen oder Tumorzellen stimuliert wurden, 
verwendet . 

In den positiven Fraktionen wurde anschliefiend die Sequenz der 
darin befindlichen Peptide durch Edman-Abbau Oder Massenspek- 
trotnetrie bestimmt. Gegebenenf alls wurden positive Fraktionen 
noch einer Auf trennung in einer zweiten Dimension unterzogen. Die 
Schritte Auf trennung des Peptidgemisches, Bestimmung der anti- 
genen Peptidf raktionen im T-Zell-Assay und Sequenzanalyse wurden 
auch gekoppelt durchgefuhrt . Das Peptidgemisch wurde dabei uber 
eine Kapillar-HPLC-Saule direkt in ein Massenspektrometer 
eingeleitet (z.B. Tandem-Elektrospray-Massenspektrometer) , wobei 
der HPLC-Eluent durch einen Split so aufgeteilt wurde, dafi ein 
Teil in das Massenspektrometer und ein anderer Teil in ein 
geeignetes Reaktionsgef aS (z.B. 96-well-Platte) eingeleitet 
wurde, in dem dann ein T-Zell -Assay ausgefuhrt wurde. 

(B) Zur Identif izierung der antigenen Peptidseguenzen wurde das 
Peptidgemisch mit MHC-Molekiilen in Kontakt gebracht. Dabei 
erf olgt zunachst die Assoziation der Peptide des Peptidgemisches 
an geeignete MHC-Molekule. Die MHC-Molekule wurden als an die 
Zelloberf lachen von intakten Zellen (z.B. PBL von Patienten, 
Zellen, die nur ein bestimmtes HLA-Molekul exprimieren und andere 
geeignete Zellen) gebundene MHC-Molekflle oder als in Mikrosomen 
solcher Zellen vorliegende MHC-Molekule eingesetzt. Weiterhin 
wurden MHC-Molekfcle in isolierter Form verwendet, die an ein 
Tragermaterial immobilisiert waren. Die MHC-Molekiile wurden dabei 
durch Immunprazipitation mit MHC-spezif ischen Antikorpern aus 
Zelllysaten gewonnen, es k6nnen aber auch rekombinante MHC- 
Molekule eingesetzt werden. 

Nach der Inkubation des Peptidgemisches mit den MHC-Molekulen 
erfolgt die Elution von gebundenen Peptiden aus der Bindungsgrube 
der MHC-Molekule mittels Saureelution. Die eluierten Peptide 
wurden dann mittels Reverse-phase-HPLC oder Kapillarzonen- 
Elektrophorese aufgetrennt und Aliguots der Fraktionen in einem 
T-Zell-Assay getestet, wobei in den positiven Fraktionen, wie 
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unter (A) beschrieben, die Sequenzen der Peptide bestimmt wurden. 



Bei der Verwendung von MHC-Molekiilen, die keine antigenf remden, 
"endogenen" Peptide gebunden haben (z.B. rekombinante MHC- 
Molekiile) erfolgte die Bestimmung der Sequenzen der eluierten 
Peptide direkt, ohne Auftrennung der Peptidgemische durch 
Massenspektrometrie . 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung und Identif izierung antigener 
Peptide und Peptidgemische, das die folgenden Schritte 
umf afit : 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungs- 
mechanismen von exogen zugesetzten Proteinen oder 
Polypeptides die die antigenen Peptide enthalten zu 
einer PeptidgrSSe, die eine Assoziation mit MHC- 
Molekftlen erlaubt; 

(b) Assoziation der in Schritt (a) erhaltenen antigenen 
Peptide und/oder Peptidgemische mit geeigneten MHC- 
Molekiilen; 

(c) Isolierung der MHC-Molekul-Peptid-Komplexe; 

(d) Abtrennung der antigenen Peptide und/oder Peptidge- 
mische von den MHC-Molekulen; und 

(e) Bestimmung der Aminosauresequenz der in Schritt (d) 
erhaltenen antigenen Peptide und/oder Peptidgemische, 

2. Verfahren nach Anspruch 1/ wobei die MHC-Molekule MHC- 
Klasse I-Molekule sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der proteolytische 
Abbau der Proteine oder Polypeptide durch Proteasomen 
erf olgt . 

4 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 , wobei die MHC- 
Klasse I-Molekule aus zellularen Mikrosomen,* Zellen eines 
Patienten oder modif izierten Zellen mit einer Spezifitat 
fur ein einziges MHC Klasse I-Molekul stammen. 

5. Verfahren nach einem der Ansprviche 1 bis 3, wobei man 
rekombinante MHC Klasse I-Molekule verwendet. 



WO 96/01429 



PCT/EP95/02593 



31 

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die MHC-Molekule MHC- 
Klasse II-Molekule sind, 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 6, wobei der proteolytische 
Abbau der Proteine oder Polypeptide durch endosomale 
und/oder lysosomale Enzyme, vorzugsweise in Gegenwart der 
MHC-Klasse II-Molekule erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 6 und 7, wobei die 
MHC Klasse II-Molekule aus trans-Golgi-Vesikeln, Endosomen, 
CPLs, Zellen eines Patienten oder modif izierten Zellen mit 
einer Spezifitat filr ein einziges MHC Klasse II-Molekul 
stammen. 

9* Verfahren nach einem der Anspriiche 1 # S und 7, wobei man 
rekombinante MHC Klasse- II-Molekule verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die 
Proteine oder Polypeptide naturlichen Ursprungs sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die 
Proteine oder Polypeptide rekombinanten oder synthetischen 
Ursprungs sind, 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die 
Isolierung der MHC-Molekiil-Peptidkomplexe durch PrSzipita- 
tion mit Komf ormationsepitop-spezif ischen anti-MHC-Antikdr- 
pern erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die 
Abtrennung der antigenen Peptide und/oder Peptidgemische 
von den MHC-Molekiilen durch Elution, vorzugsweise SSure- 
elution der Peptide und/oder Peptidgemische aus den MHC- 
Molekiilen erfolgt. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der Elution ein Pep- 
tidreinigungsschritt unter Verwendung vom HPLC, Gelfil- 
tration Oder Kapillarelektrophorese nachfolgt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die 
Abtrennung der antigenen Peptide von den MHC-Molekulen die 
Identif izierung von Fraktionen umfafit, die antigenes Peptid 
enthalten . 

16. Verfahren nach Anspruch 15 , wobei die Identif izierung der 
Fraktionen durch einen Standardlysetest mit Hilf e von 
cytotoxischen T-Zellen erfolgt, die vorzugsweise spezif isch 
fiir das Protein oder Polypeptid oder ein das Protein oder 
Polypeptid enthaltendes Pathogen sind. 

17 . Verfahren nach Anspruch 16 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man cytotoxische Zellen aus polyclonalen CTL-Linien 
oder T-Zell-Klonen verwendet. 

18. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Identif izierung der 
Fraktionen durch einen T-Zell-Prolif erationstest erfolgt. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, wobei die 
Bestimmung der Aminos&uresequenz der antigenen Peptide 
durch Sequenzierung unter Verwendung von vorzugsweise 
automat ischer Edman-Chemie oder Massenspektrometrie 
erfolgt . 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei das 
Protein oder Polypeptid (a) aus einem Pathogen stammt, oder 
einem Protein oder Polypeptid oder einem Teil davon ent- 
spricht, das/der aus einem Pathogen stammt, (b) ein 
Tumorantigen oder ein Teil davon ist oder (c) ein Auto- 
immunantigen oder ein Teil davon ist. 
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21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, wobei das 
antigene Peptid ein immundominantes oder subdominantes 
Peptid ist. 

22. Verfahren zur Herstellung und Identif izierung antigener 
Peptide und Peptidgemische, das die folgenden Schritte 
umf aBt : 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungs- 
mechanismen von exogen zugesetzten Proteinen oder 
Polypeptides die die antigenen Peptide enthalten zu 
einer PeptidgrSSe, die eine Assoziation mit MHC- 
Molekiilen erlaubt; 

(b) Fraktionierung der in Schritt (a) erhaltenen antigenen 
Peptide und/oder Peptidgemische; 

(c) Test der erhaltenen Fraktionen in einem T-Zell-Assay, 
und 

(d) gegebenenfalls Bestimmung der Aminosauresequenz der in 
Schritt (b) erhaltenen antigenen Peptide und/oder 
Peptidgemische. 

23. Verfahren zur Herstellung antigener Peptidgemische, urn- 
fas send: 

(a) proteolytischer Abbau durch zellulare Prozessierungs- 
mechanismen von exogen zugesetzten Proteinen oder 
Polypeptide^ die die antigenen Peptide enthalten zu 
einer PeptidgrSSe, die eine Assoziation mit MHC- 
Molekftlen erlaubt; 

(b) Gewinnung der Peptidgemische. 

24. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man den proteolytischen Abbau von Proteinen oder 
Polypeptiden in einer Vorrichtung durchfuhrt, welche 
umf aSt : 
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einen Behalter, der zellulare Prozessierungsenzyme enthalt, 
die den Abbau der Proteine oder Polypeptide zu einer 
PeptidgroSe bewirken, die eine Assoziation mit MHC-Moleku- 
len erlaubt, 

wobei der Behalter mindestens eine Eintrittsof fnung zur 
Zufuhr von Proteinen und Polypeptiden und mindestens eine 
Aust r it tsof fnung zur Bntnahme der prozessierten Peptide 
aufweist . 

25. Verfahren nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die zellularen Prozessierungsenzyme auf einem Tr&germa- 
terial oder/und an Wanden des Behalters immobilisiert sind. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, 
dadurch gekennzeichnet f 

da£ die Prozessierungsenzyme durch chemische Kopplung oder 
durch Immunadsorption immobilisiert sind. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die AustrittsSf fnung des Behalters derart ausgebildet 
ist, daS sie den Durchtritt der prozessierten Peptide, aber 
nicht den Durchtritt der als Ausgangsmaterial verwendeten 
Proteine oder Polypeptide und der Enzyme erlaubt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Austrittsof fnung eine Filtrationseinheit umfafct. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 24-28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Beh&lter thermostat ierbar ist. 
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30* Verfahren nach einem der Anspruche 24-29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man das Verfahren kontinuierlich durchfflhrt. 

31. Verwendung eines nach einem der Anspriiche 1 bis 30 herge- 
stellten antigenen Peptids oder Peptidgemisches zur 
Identif izierung von Vakzinbausteinen gegen Pathogene oder 
Tumorzellen oder von kompetitiven oder antagonist ischen 
Peptiden bei Autoimmunkrankheiten. 

32. Verwendung von Peptiden oder Peptidgemischen wie sie durch 
das Verfahren nach einem der Anspruche 1-30 erhaltlich 
sind, zur Herstellung eines Impfstoffes. 

33. Verwendung nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die durch proteolytischen Abbau erhaltenen Peptid- 
gemische gegebenenf alls nach einer GrSSenfraktionierung 
einsetzt, ohne sie vorher in Einzelpeptide auf zutrennen. 

34. Verwendung nach Anspruch 32 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Impfstoff zusStzlich ein Adjuvans enthalt. 

35. Verwendung nach einem der Anspritche 32-34, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man den Impfstoff mehrmals in Intervallen verabreicht. 

36. Verwendung nach einem der Anspruche 32-35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man den Peptidimpf stof f in Kombination mit einem 
Protein- oder Polypeptid- Impfstoff verabreicht. 

37. Verwendung nach einem der Ansprflche 32-36, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man den Peptidimpf stof f durch Injektion, oral oder 
topisch verabreicht. 
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38. Verwendung nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi die topische Verabreichung durch Aufbringen eines den 
Impfstoff und gegebenenf alls ein Penetrationshilf smittel 
enthaltenden Pflasters erfolgt. 

39. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie als Wirkstoff Peptidgemische, wie sie durch das 
Verfahren nach einem der Anspruche 1-30 erhaltlich sind, 
gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch flblichen TrSger- 
Hilfs- und Zusatzstof fen enthalt. 

40. Vorrichtung zum proteolytischen Abbau von Proteinen oder 
Polypeptides umfassend: 

einen Behalter, der zellulare Prozessierungsenzyme enthalt, 
die den Abbau der Proteine oder Polypeptide zu einer 
Peptidgrdfce bewirken, die eine Assoziation mit MHC-Moleku- 
len erlaubt, 

wobei der Behalter mindestens eine Eintrittsof fnung zur 
Zufuhr von Proteinen und Polypeptiden und mindestens eine 
Austritts6f fnung zur Entnahme der prozessierten Peptide 
auf weist . 

41. Vorrichtung nach Anspruch 40, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie weiterhin die Merkmale von einem der Ansprilche 25 
bis 29 auf weist. 
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